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摘要 :【 目的 ] 二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae Koch 是 为 害 多 种 农作物 的 世界 性 重大 害 螨 。 本 研究 旨 
在 明确 二 斑 叶 螨 不 同 田间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 、 抗 性 相关 基因 的 突变 频率 及 其 表达 量变 化 。 
【方法 】 采 用 药 管 浸 叶 法 测定 了 我 国 二 斑 叶 螨 8 个 地 理 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 并 检测 其 抗 性 基 
因 突 变频 率 ,结合 荧光 定量 PCR 技术 分 析 了 高 抗 种 群 中 抗 性 相关 基因 表达 量变 化 。【 结 果 】 测 试 的 
二 斑 叶 螨 8 个 田间 种 群 均 对 阿 维 菌 素 具 有 抗 药性 。 北 京 密云 .山东 潍坊 海南 三 亚 和 湖南 长 沙 种 群 
均 对 阿 维 菌 素 产 生 了 极 高 水 平 的 抗 性 , 抗 性 倍数 分 别 为 1 526.75, 481.00, 315.25 和 160.75 倍 ， 
而 北京 通 县 北京 海淀 山西 运城 和 山东 泰安 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 倍数 达 54.38 ~ 136.38 倍 ,处 
于 高 抗 性 水 平 。 道 基 因 GluCl 的 突变 频率 在 各 个 
田间 种 群 中 存在 差异 。 北 京 密云 种 群 中 GluCl 的 突变 频率 最 高 (91.79% ) ,其 次 是 山东 潍坊 
ws 
呈 显 著 的 正 相 关 ( 忆 <0.05) 。 与 根基 孝感 种 玫 机 用 高 抗 性 二 斑 叶 螨 种 群 中 GluCl 和 y- 和 氨基 丁 酸 
受 体 基 因 GABAR 表达 量 显 著 下 降 。【 结 论 】 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 普遍 对 阿 维 菌 素 产生 了 高 水 平 搞 
性 , 抗 性 相关 基因 GluCl 0 降低 可 能 与 田间 抗 药性 产生 相关 ;田间 防治 二 斑 叶 
螨 应 避免 使 用 阿 维 菌 素 。 
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Abamectin resistance and expression of resistance-related genes in field 


populations of Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae ) in China 

LIU Yi-Cong, WANG Ling, ZHANG You-Jun, XIE Wen, WU Qing-Jun, WANG Shao-Li ” (Institute of 
Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract:【 Aim】The two-spotted spider mite, Tetranychus urticae Koch is an important pest on many 
agricultural crops worldwide. This study aims to understand the current abamectin resistance and the 
mutation frequency and expression change of resistance-related genes in different field populations of 7. 
urticae in China. 【 Methods) The resistance of eight field populations of T. urticae to abamectin was 
determined by vial-leaf dipping ( VLD) method, and the gene mutation frequency related to abamectin 
resistance was detected and the expression levels of genes likely related to abamectin resistance in highly 
resistant populations were determined by quantitative RT-PCR technique. 【 Results】All the eight field 
populations of 7T. wrticae tested developed resistance to abamectin. Extremely high resistance to 
abamectin was found in the populations from Miyun, Beijing (MY-BJ), Weifang, Shandong ( WF-SD ) ， 
Sanya, Hainan (SY-HN), and Changsha, Hunan ( CS-HN ) with the resistance ratios of 1 526.75-, 
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481. 00-, 315.25-, and 160.75-fold, respectively. In the populations from Tongxian, Beijing (TX-BJ) ， 
Haidian, Beijing ( HD-BJ), Yuncheng, Shanxi ( YC-SX), and Tai an, Shandong (TA-SD), high 


resistance was observed with the resistance ratios ranging from 54. 38- to 136. 38-fold. The mutation 


frequency of the glutamate-gated chloride ion channel gene GluCl related to abamectin resistance differed 


in the eight field populations. The highest and lowest mutation frequencies were found in MY-BJ 


(91.7% ) and YC-SX (13.3% ) populations, respectively, while moderate mutation frequencies were 


found in WF-SD and SY-HN populations. There was a significantly positive correlation between resistance 


level and the mutation frequency of GluCl (P <0.05). The expression levels of GluCl and y-aminobutyric 


acid receptor gene (GABAR) in the resistant populations decreased significantly as compared with those 


in the relatively susceptible strain. [Conclusion)] Abamectin resistance exists widely in field populations 


of T. urticae iD China. Resistance-related genes with point mutation and the decreased expression are 


likely relevant to resistance development. Abamectin should be avoided to be applied in controlling 7. 


urticae in fields. 


Key words: Tetranychus urticae; abamectin; insecticide resistance; resistance-related gene; gene expression 


二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae Koch 又 名 二 点 叶 
里 ,是 世界 性 的 重大 农业 害 螨 。 化 学 药剂 是 防 控 二 
斑 叶 螨 的 主要 手段 ,但 是 由 于 其 寄主 植物 范围 广 、 食 
性 杂 、 繁 殖 快 等 特点 ,导致 其 对 化 学 药剂 的 抗 药性 发 
展 快速 ,目前 二 斑 叶 螨 已 对 90 多 种 有 机 磷 、 拟 除 虫 
菊 酯 类 抗生素 类 等 杀 虫 . 杀 螨 剂 产 生 了 不 同 程度 的 
抗 药性 (Van Leeuwen et al., 2010; Tang et acL.， 
2014) ,这 也 成 为 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 化 学 防 控 的 重 
要 阻碍 因子 。 为 了 达到 对 田间 种 群 的 高 效 防 控 , 对 
二 斑 叶 螨 田 间 种 群 进行 抗 药 性 监测 和 检测 是 实现 科 
学 选 药 的 重要 前 提 和 基础 。 

阿 维 菌 素 是 一 种 大 环 内 酯 抗生素 类 杀 虫 剂 ， 
其 杀 虫 杀 螨 活性 强 ,高 效 低 残留 等 特点 而 备 受 关注 












































活性 的 提高 以 及 抗 性 相关 基因 的 表达 量变 化 ( Van 
Leeuwen et ol.，2010 ) 。 阿 维 菌 素 靶 标 受 体 基 因 除 
了 GluCl 外 ,还 可 能 与 y 氨 基 丁 酸 受 体 (?y- 
aminobutyric acid _ receptor， CABAR ) 亚 基 相关 
(Gorman et al., 2001; Rugg et al., 2005 ) 。Kwon 等 
(2010) 报 道 ,二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 不 仪 与 
GluCl 基因 的 点 突变 有 关 , 也 与 该 基因 的 mRNA 表 
达 量 有 关 , 但 与 G64BAR 基因 的 mRNA 表达 量 无 关 。 
但 陈 秋 双 (2013) 的 研究 发 现在 朱砂 叶 螨 TT 
cinnabarinus 抗 性 种 群 中 ,G4BAR 基因 的 mRNA 表达 
量 显著 低 于 敏感 种 群 ,表明 叶 螨 不 同 种 类 中 对 同一 
种 杀 虫 剂 的 抗 性 机 制 可 能 存在 差异 。 

为 明确 我 国 不 同 地 区 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 























(Clark et al., 1995 ; Nauen et al/.，2001 ) 。 阿 维 菌 素 
对 二 斑 叶 里 的 毒 力 较 高 ,但 是 在 北京 大 兴 、 昌 平等 蔬 
菜 基地 ,发 现 新 子 二 斑 叶 螨 的 防治 效果 明显 下 降 或 
者 抗 药 性 明显 上 升 的 现象 ( 李 明 远 , 2012; 唐 小 凤 
等 , 2014) ;山东 昌 乐 和 寿光 蔬菜 大 棚 内 二 斑 叶 螨 卵 
对 阿 维 菌 素 已 产生 了 很 高 的 抗 性 ( 刘 庆 娟 等 ， 
































菌 素 的 抗 药性 及 其 抗 性 相关 的 点 突变 频率 和 抗 性 可 
能 相关 基因 在 二 斑 叶 螨 抗 性 种 群 中 的 表达 量 , 本 研 
究 首 先 对 采集 自我 国 的 8 个 二 斑 叶 螨 种 群 进行 阿 维 
菌 素 的 抗 药 性 监测 ,采用 特异 性 等 位 基因 PCR 技术 
检测 其 GluCl 基因 的 突变 频率 ,并 分 析 二 斑 叶 螨 敏 
感 和 抗 性 种 群 中 GluCl 和 G4BA 表达 量 差异 ,以 期 为 




















2012) 。Kwon 等 (2010 ) 研究 表明 , 谷 氮 酸 门 控 毛 离 
子 通道 (glutamate mediated chloride channel, GluCl) 
基因 G323D 的 点 突变 在 阿 维 菌 素 的 抗 药 性 形成 中 
至 关 重 要 。 基 于 该 点 突变 , 唐 小 凤 等 (2014) 建立 了 
二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 的 等 位 基因 特异 性 
PCR( PASA ) 检 测 技术 ,可 根据 目的 扩 增 条 带 的 有 无 
快速 检测 明确 田间 种 群 ( 个 体 ) 对 阿 维 菌 素 的 抗 
药性 。 

文献 报道 表明 ,二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 机 
制 除了 抗 性 基因 出 现 了 点 突变 外 , 还 涉及 到 解毒 酶 

















二 斑 叶 螨 的 有 效 防 控 提供 科学 依据 。 
1 材料 与 方法 


1.1 供 试 叶 蜡 

二 斑 叶 螨 室内 相对 敏感 种 群 (susceptible strain ， 
SS ) 由 南京 农业 大 学 洪 晓 月 教授 2009 年 惠 赠 ,在 人 
工 气候 箱 内 采用 ”" 怕 丰 ”菜豆 叶片 制作 的 " 海 绢 叶 
盘 " 法 进行 继 代 饲 养 , 期 间 未 接触 任何 杀 虫 剂 。 所 
测试 8 个 田间 抗 性 种 群 的 采集 地 点 、 寄 主 植物 和 采 



































11 其 刘 贻 聪 等 : 二 斑 叶 螨 田间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 及 抗 性 相关 基因 表达 分 析 
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集 时 间 等 信息 见 表 1。 田间 种 群 采 集 后 ,在 显微镜 
下 鉴定 为 二 斑 叶 螨 ,再 挑 取 到 新 鲜 菜 豆 叶片 进行 饲 














养 ,培养 一 代 后 进行 生物 测定 。 二 斑 叶 螨 种 群 人 饲养 
条 件 为 26 上 1%C , 光 周 期 为 16L: 8D。 





种 群 代码 


Population code 


表 1 


二 斑 叶 螨 8 个 田间 种 群 的 采集 信息 


Table 1 Sampling information of eight field populations of Tetranychus urticae in China 


Collecting locality 





地 理 坐 标 采集 日 期 寄主 植物 
Geographical coordinates Collecting date Host plant 









































TX-BJ 北京 通 县 Tongxian，Beijing 
MY-BJ 北京 密云 Miyun，Beijing 
HD-BJ 北京 海淀 Haidian, Beijing 
WF-SD 山东 潍坊 Weifang, Shandong 
TA-SD 山东 泰安 Tai an, Shandong 
YC-SX 山西 运城 Yuncheng, Shanxi 
CS-HN 湖南 长 沙 Changsha，Hunan 
SY-HN 海南 三 亚 Sanya，Hainan 
1.2 主要 试剂 和 仪器 


杀 螨 剂 为 1. 8% 阿 维 菌 素 乳 油 , 由 河北 威 远 生 
化 化 工 股份 有 限 公 司 生产 。 基 因 组 DNA 提取 试剂 
盒 购 自 北 京 百 泰克 生物 技术 有 限 公司 ;DNA 聚合 酶 
为 2xEs Taq MasterMix (0.1 U TaqE/nL) ,由 北京 
康 为 试剂 生物 科技 有 限 公 司 生产 。cDNA 第 一 链 合 
成 试剂 盒 PrimeScript@ RT with gDNA Eraser 为 
TaKaRa 公司 产品 ; 葡 光 定量 预 混 试剂 SuperReal 





39°54’'N, 116°39'E 2014-03 草莓 Strawberry 
40°22'N, 116°52'E 2014-10 前 子 Eggplant 
39°57’N, 116°18'E 2014-04 小 白菜 Pakchoi cabbage 
36°51’N, 118°49'E 2014-08 苹果 树 Apple tree 
36°12’'N, 117°05E 2014-09 茄子 Eggplant 
35°08’N, 111°49'E 2014-08 茄子 Eggplant 
28°12'N, 113°05’E 2014-11 甜瓜 Melon 
18°15'N, 109°31'E 2014-04 西瓜 Watermelon 
1.4 二 斑 叶 螨 抗 性 基因 突变 检测 


采用 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 (BioTeke ) 提取 二 
斑 叶 螨 单 头 雌 成 螨 的 基因 组 DNA ,以 此 为 模板 , 参 
照 唐 小 凤 等 (2014) 报道 的 叶 螨 对 阿 维 菌 素 抗 性 的 
GluCl 基因 点 突变 G323D 检测 引物 对 ,其 中 , 抗 性 种 
群 的 PCR 扩 增 所 用 引物 对 为 RF 和 3'405F ,室内 敏 
感 种 群 检测 所 用 引物 对 为 SF 和 3'405F, 具 体 序列 
见 表 2。DNA 模板 .引物 对 及 DNA 聚合 酶 组 成 的 反 














PreMix Plus(SYBR Green ) 为 天 根 生 化 科技 (北京 ) 
有 限 公 司 产品 。 扩 增 引 物 委 托 上 海 英 竣 生 物 工程 公 
司 合 成 , 扩 增 基因 序列 委托 擎 科 ( 北京) 生物 工程 有 
限 公司 测定 。 

智能 人 工 气候 箱 RXZ-380C 为 宁波 江南 仪器 厂 
产品 ;伯乐 S1000 型 PCR 仪 为 美国 Bio-Rad 公司 产 
品 ;荧光 定量 PCR 仪 为 ABI 公司 的 7500 型 。 
1.3 二 斑 叶 螨 抗 药 性 测定 

二 斑 叶 螨 抗 药性 测定 方法 采用 Wang 等 (2015 ) 
的 方法 。 将 药剂 用 蒸馏 水 稀释 成 5 ~ 7 个 浓度 ,用 稀 
释 液 装 满 2 mL 的 塑料 离心 管 ,关上 盖子 放置 于 室温 
条 件 下 ,期 间 每 15 min 上 下 匡 倒 离心 管 20 次 。2 h 
后 ,将 稀释 液 倒 掉 ,离心 管 倒 放 在 通风 橱 下 了 晾 干 2 h。 
同时 ,选择 干净 的 “ 政 丰 ”菜豆 叶片 ,用 打 孔 器 打出 
直径 为 1 cm 的 叶 碟 ,将 叶 碟 浸入 不 同 浓度 的 药剂 稀 
释 液 中 ,10 s 后 取出 ,用 滤纸 轻 轻 吸 掉 多 余 药 液 , 置 
于 通风 橱 下 防 1 ~2 h, 将 带 药 叶片 放 入 带 药 离心 管 
后 ,用 毛笔 挑 取 30 头 左右 的 待 测 的 二 斑 叶 螨 肉 成 螨 
放 和 离心 管 中 , 盖 上 盖 。 每 个 处 理 重 复 4 次 ,于 24h 
后 检查 叶 螨 的 死亡 情况 并 计算 死亡 率 和 存活 率 。 用 
软 毛 笔 轻 触 叶 螨 ,如 果 叶 螨 足 不 动 , 则 判定 为 死亡 。 
空白 对 照 组 死亡 率 不 超过 10% 。 





























应 体系 ( 唐 小 凤 等 ,2014)。 采 用 如 下 PCR 扩 增 程 
序 :94Y 预 变性 3 min, 再 进行 30 个 循环 (94% 变性 
20 s,62% 退火 30 s,72% 延伸 30 s) ,最 后 72%C 延伸 
3 min。 对 于 每 个 二 斑 叶 螨 田间 种 群 , 随机 选取 30 
头 个 体 的 基因 组 DNA 扩 增 检测 其 GluCl 基因 型 , 计 
算 获 得 各 种 群 的 突变 基因 频率 ,计算 公式 :点 突变 基 
因 频 率 (% ) =( 抗 性 纯 合子 个 体 数 /检测 总 数 + 抗 
性 杂 合子 个 体 数 /检测 总 数 /2 ) x 100( 唐 小 凤 等 ， 
2014) 。 
1.5 抗 性 相关 基因 的 实时 获 光 定量 PCR ( RT- 
qPCR ) 检测 抗 性 相关 基因 表达 量 

采用 Trizol 试剂 盒 ( nvitrogen 产品 ) 提取 二 斑 
叶 螨 内 成 螨 的 总 RNA ,参照 TaKaRa 试剂 盒 说 明 书 
进行 反 转 录 , 合成 cDNA 第 一 链 , 根据 Kwon 等 
(2010 ) 报道 的 GluCl 序列 、 以 及 G4BARI 和 
G4BAR2 基因 的 全 长 序列 (GenBank 登录 号 分 别 为 
ABC47324.1 和 ABY66903. 1 ) ,采用 Primer Premier 
5.0 设计 特异 性 引物 ,根据 实时 荧光 定量 PCR 对 扩 
增产 物 长 度 的 要 求 ,分 别 设计 各 基因 的 qPCR 引物 
( 表 2) ;以 B-actin 作为 内 参 基因 ,上 游 引物 B-actin- 
F 和 下 游 引 物 B-actin-R 的 序列 参照 杨 顺义 等 
(2013 ) 文献 报道 , 详 见 表 2。 
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实时 荧光 定量 RT-PCR 反应 体系 为 25 pL, 其 中 

2 x SuperReal PreMix Plus 12.5 pL, 上 下游 引物 (10 

Mmol/L) 各 0.75 pL, cDNA 模板 ( 约 0. 1 pg/pL) 

1 nL,50 x ROX Reference Dye 0.5 pL,RNase-free 

ddH,0 9.5 pL。 扩 增 程序 为 :95%C 预 变性 15 min, 之 

后 进行 40 个 循环 ,95% 变性 10 s,60%C 退 火 20 s,72%C 
延伸 35 s。 设 置 3 次 生物 学 重复 和 4 次 技术 重复 。 
表 2 二 斑 叶 螨 抗 性 基因 突变 与 表达 量 检 测 的 引物 信息 


Table 2 Primers for mutation and expression detection of 








resistance genes in Tetranychus urticae 








引物 名 称 引物 序列 (5' -3') 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Primer usage 
RF AAGCTGTTGACATTTGGACTGA 
SF AAGCTGTTGACATTTGGACTGG PCR 
3'405F TGAATCCTTGGCGGTGTCAAA 
GluCLF TCAAATAACCAAATCGCTTCAC 
GluCLR ACCAACATACAACAGGGCACA 
GABARI1-F TCGTGTCCATCTTGGTGTTAT 
GABARI-R CGCTTACCAATGTAACCAACA 
GABAR2-F ATACATCCCTGCAAGCCTTAT RT-qPCR 
GABAR2-R AACAGGTTCCCA AGAAAACGT 
B-actin-F GAATTGAGAGTTGCCCCTGA 
B-actin-R GTACGACCGGAAGCGTAAAG 


1.6 数据 分 析 
二 斑 叶 螨 的 生物 测定 数据 采用 POLO Plus V1.0 
进行 处 理 ,获得 斜率 致死 中 浓度 LCs 值 及 其 95% 





的 置信 区 间 等 。 抗 性 倍数 (resistance ratio, RR) = 
田间 种 群 的 LCso/ 对 应 药剂 在 相对 敏感 种 群 中 
LCso。 抗 性 水 平 评价 按照 刘 凤 沂 等 (2010) 的 分 级 标 
准 , 抗 性 倍数 低 于 3 为 敏感 水 平 ,3. 1 ~5.0 为 敏感 
度 下 降 ,5.1 ~10.0 为 低 水 平 抗 性 ,10. 1 ~40.0 为 中 
等 水 平 抗 性 ,40. 1 ~ 160. 0 为 高 水 平 抗 性 , 大 于 
160. 0 为 极 高 水 平 抗 性 。 实 时 荧光 定量 RT-PCR 表达 
采用 ABI7500 SDS V1.4 软件 (Applied Biosystems ， 
CA, USA) 进行 数据 记录 和 分 析 ; 基 因 的 mRNA 相对 
表达 量 采 用 2 ”方法 进行 分 析 (Livak and 
Schmittgen ，2001 ) ,结合 SPSS 19.0 软件 进行 数据 统 
计 , 采 用 单 因素 方差 分 析 (One-way ANOVA ) 中 
Duncan 氏 多 重 比较 进行 差异 显著 性 检验 。 











2 结果 与 分 析 


2.1 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 
二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 水 平 见 
表 3 ,结果 表明 , 供 试 种 群 均 对 阿 维 菌 素 产 生 了 抗 药 
性 。 其 中 ,北京 密云 (RR = 1 526. 75 )、 山 东 潍 坊 
(RR =481.00) 海南 三 亚 (RR =315. 25 ) 和 湖南 长 
沙 (RR =160.75 ) 种 群 均 对 阿 维 苗 素 产 生 了 极 高 水 
平 的 抗 性 ; 北京 通 县 (RR = 136. 38) .北京 海淀 
(RR =69. 13) 山西 运城 (RR = 63.25) 和 山东 泰安 
(RR =54.38) 对 阿 维 菌 素 也 产生 了 高 水 平 抗 性 ( 表 3)。 























表 3 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 药性 


Table 3 Resistance levels of field populations of Tetranychus urticae to abamectin 





种 群 代码 斜率 上 标准 误 LCso (95% 置信 限 ) (mg/L) 卡 方 值 抗 性 倍数 ( RR) 

Population code Slope + SE LCso (95% confidence limit) Chi-square Resistance ratio 
SS 1.02 +0.12 0.08(0.06 -0.10) 1.15 1.00 
TA-SD 1.84 +0.31 4.35(3.15 -5.84) 0.53 54.38 
YC-SX 2.07 +0.33 5.06(3.83 -6.65) 0.97 63.25 
HD-BJ 1.03 +0.12 5.53(4.14 -7.18) 0.81 69.13 
TX-BJ 1.54 +0.13 10.91(4.06 -30.83) 36.19 136.38 
CS-HN 1.94 +0.21 12.86(10.82 -15.59) 1.64 160.75 
SY-HN 1.97 +0.22 25.22(20.84 -30. 82) 0.55 315.25 
WF-SD 1.36 +0.20 38.48(21.41 -135.73) 5.95 481.00 
MY-BJ 1.82 +0.22 122. 14(98.57 -152.86) 0.55 1 526.75 


SS: 敏感 种 群 Susceptible strain. 田间 种 群 代码 同 表 1 。Field population codes same as Table 1. 





2.2 二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 抗 性 水 平 与 抗 性 基因 突 
变频 率 的 相关 性 

二 斑 叶 螨 敏感 和 田间 种 群 GluCl 基因 的 点 突变 
频率 测定 结果 显示 ,在 所 检测 的 30 头 相对 敏感 二 斑 
叶 螨 种 群 中 , 仅 有 1 头 是 杂 合 子 基 因 型 (RS) , 其余 
29 头 均 为 敏感 纯 合子 基因 型 (SS)。 而 在 测试 二 斑 
叶 螨 田间 种 群 中 , 抗 性 纯 合 子 (RR) 、 杂 合子 和 敏感 











纯 合 子 这 三 种 基因 型 都 普遍 存在 。 其 中 ,北京 密云 
种 群 GluCl 基因 点 突变 频率 最 高 (91.7% ) ,其 次 是 
山东 潍坊 (66.7% ) 和 海南 三 亚 种 群 (63.3% ) ,突变 
频率 最 低 的 是 山西 运城 种 群 (13.3% ) (图 1: A); 进 
一 步 分 析 发 现 ,二 斑 叶 螨 供 试 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 
性 倍数 与 其 GluCl 的 6323D 点 突变 频率 之 间 具 有 显 
著 的 线性 相关 性 (P=0.007)( 图 1: B)。 
























































11 其 刘 贻 聪 等 : 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 及 抗 性 相关 基因 表达 分 析 1203 
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图 1 








二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 与 GluCl 基因 突变 频率 的 相关 性 分 析 








Fig. 1 


Linear regression analysis between abamectin resistance and the mutation frequency of GluCl in field 


populations of Tetranychus urticae 











A: GluCl 基因 突变 频率 Mutation frequency of GluCl; B: 








Heterozygote; SS: 敏感 纯 合 子 Susceptible homozygote. 


2.3 ”二 斑 叶 螨 GIluCl 和 GABAR 基因 的 表达 量 

二 斑 叶 螨 相 对 敏感 和 采 自 北京 密云 的 抗 性 种 群 
中 GluCl,， G4ABAR1 和 GA4BAR2 的 相对 表达 量 见 图 2。 
结果 表明 , 抗 性 相关 基因 GluCl1, G4BAR1 和 GABAR2 
的 相对 表达 量 在 二 斑 叶 螨 抗 性 种 群 中 显著 低 于 人 敏感 
种 群 ;田间 抗 性 种 群 中 的 GluCl, GABAR1 和 C4B4R2 
的 相对 表达 量 分 别 是 敏感 种 群 的 40.28% , 50. 15% 
和 53.15% ,差异 达 显 车 水 平 (P<0.05)( 图 2)。 
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图 2 二 斑 叶 螨 敏感 和 北京 密云 抗 性 种 群 GluCl, GABAR1 
和 GABAR2 的 相对 表达 量 
Fig. 2 Relative expression levels of GluCl, GABAR!1 


and GABAR2 in the susceptible and resistant populations of 





Tetranychus urticae 
图 中 数值 代表 均值 + 标准 误 , 星 号 代表 在 二 斑 叶 螨 敏感 和 抗 性 种 群 
间 有 显著 差异 ( 单 因 素 方差 分 析 Duncan 氏 多 重 比 较 , P <0.05)。 
Values are mean + SE. Bars with asterisk indicate statistically significant 
difference (one-way ANOVA, Duncan’ s multiple-range test, P <0.05) 
for each gene between the susceptible and resistant populations. 











间 种 群 对 阿 维 


between abamectin resistance of field populations and the mutation frequency of GluCl. RR: 抗 性 纯 合 子 Resistant homozygote; RS: 








菌 素 的 抗 性 与 GluCl 基因 突变 频率 的 相关 性 Linear regression analysis 


杂 合 于 











3 讨论 





阿 维 菌 素 广泛 应 用 于 田间 包括 二 斑 叶 螨 在 内 的 
有 害 生物 防治 中 ,相继 有 研究 发 现在 山东 北京 等 二 
斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 苗 素 产 生 了 极 高 水 平 的 抗 性 
( 刘 庆 娟 ，2012; 唐 小 凤 等 ，2014; Tang et al.， 
2014)。 本 研究 采用 药 管 浸 叶 法 叶 螨 生物 测定 技术 
对 我 国 二 斑 叶 螨 种 群 进行 抗 药 性 监测 ,发 现 所 监测 
的 从 南 至 北 的 8 个 田间 种 群 均 对 阿 维 菌 素 产生 了 高 
水 平 或 极 高 水 平 抗 性 , 抗 性 水 平 最 高 的 为 北京 密云 
种 群 , 达 到 1 526.75 倍 , 结 合 2014 年 北京 4 个 地 区 
二 斑 叶 螨 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 测定 结果 ( 唐 小 凤 
等 , 2014) ,表明 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 对 阿 维 苗 素 还 维 
持 在 高 抗 水平 。 值 得 注意 的 是 ,本 研究 中 北京 海淀 
二 斑 叶 里 田间 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 倍数 为 69. 13 
倍 , 而 唐 小 凤 等 (2014 ) 采用 玻 片 浸渍 法 测定 北京 海 
淀 种 群 的 抗 性 倍数 达 2 234. 78 倍 , 为 极 高 抗 性 水 
平 ,差异 较 大 。 虽 然 二 者 同 为 二 斑 叶 螨 海 演 种 群 ,但 
其 种 群 的 采集 年 份 .采集 寄主 .采集 的 具体 地 点 等 存 
在 差异 ,不同 采集 点 的 田间 种 群 与 其 周围 环境 、 种 群 
最 初 来 源 及 用 药 历史 等 有 密切 关系 ( 王 少 丽 等 ， 
2014) ,可 能 是 造成 这 种 抗 性 差异 的 重要 因素 。 综 
合 前 述 抗 性 监测 和 本 文 结 果 , 表 明 我 国 二 斑 叶 螨 田 
间 种 群 普 遍 存 在 对 阿 维 菌 素 的 高 抗 性 状况 ,各 地 区 
在 防 控 二 斑 叶 螨 时 都 应 选择 性 慎 用 阿 维 菌 素 。 
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传统 上 评价 叶 螨 对 杀 螨 剂 的 抗 药 性 发 展 程度 通 
常 采用 生物 测定 进行 判定 。 与 传统 生物 测定 相 比 ， 
采用 PASA 检测 技术 可 以 大 大 缩短 抗 药 性 检测 时 
间 。 本 研究 PASA 检测 结果 发 现 ,二 斑 叶 螨 室内 相 
对 敏感 种 群 中 ,所 检测 的 30 头 样品 中 存在 1 头 杂 合 
子 基 因 型 (RS) ;而 在 所 测试 的 8 个 二 斑 叶 蠕 田间 种 
群 中 ,这 3 种 基因 型 都 普遍 存在 ,其 中 ,北京 密云 种 
群 GluCl 点 突变 频率 最 高 (91.7% ) ,与 2013 年 采集 
自 北京 密云 和 昌平 的 检测 结果 相似 ( 唐 小 凤 等 ， 
2014) ;此 外 ,山东 潍坊 和 海南 三 亚 种 群 的 抗 性 基因 
突变 频率 分 别 为 66.7% 和 63.3% ,而 突变 频率 最 低 
的 种 群 为 山西 运城 (13. 3% ) 。 然 而 ,采集 于 2014 
年 的 北京 海淀 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 ,其 基因 突变 频率 
为 21.7% , 远 远 低 于 唐 小 凤 等 (2014 ) 的 检测 结 
这 也 与 两 种 群 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 倍数 差异 性 是 一 臻 



































PCR 技术 检测 了 二 斑 叶 螨 相 对 敏感 种 群 和 田间 抗 
性 种 群 中 与 阿 维 菌 素 抗 性 可 能 相关 的 抗 性 基 
( GluCl 与 C484) 的 相对 表达 量 , 结果 发 现 ,田间 抗 
性 种 群 中 的 上 述 受 体 基因 相对 表达 量 均 显著 低 于 相 
对 敏感 种 群 ,这 与 之 前 报道 相似 ,例如 卢 文才 
(2009) 和 陈 秋 双 (2013 ) 相继 报道 朱砂 叶 蠕 对 阿 维 
菌 素 抗 性 种 群 中 G4BAR 基因 的 mRNA 相对 表达 量 
显著 低 于 敏感 种 群 。 但 在 Kwon 等 (2010 ) 的 报道 
中 ,二 斑 叶 蠕 对 阿 维 菌 素 的 抗 性 与 GluCl 基因 的 
mRNA 表达 量 有 关 ,而 未 发 现 与 G64BAR 基因 mRNA 
的 表达 量 有 关 , 而 本 研究 结果 发 现 C4B4R 基因 的 表 
达 量 也 显 车 下降, 但 这 些 基 因 表 达 量 的 下 降 是 否 与 
二 斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 抗 药 性 直接 相关 ,需要 进 一 
步 采 用 RNA 干扰 结合 生物 活性 测定 来 进行 深入 验 
证 。 另 外 ,本 研究 中 采用 的 二 斑 叶 螨 抗 性 种 群 为 田 


























的 。 进 一 步 分 析 发 现 , 二 斑 叶 螨 供 试 种 群 对 阿 维 茵 
素 的 抗 性 倍数 与 其 GluCl 基因 的 G323D 点 突变 频率 
之 间 存 在 显著 的 线性 相关 性 (P=0.007) ,一 方面 说 
明了 GluCl 基因 在 所 测试 的 8 个 二 斑 叶 里 田间 种 群 
抗 阿 维 菌 素 中 发 挥 了 重要 功能 , 男 一 个 方面 也 说 明 
了 部 分 地 区 二 斑 叶 螨 虽然 对 阿 维 菌 素 处 于 高 抗 性 水 
平 ,但 抗 性 相关 基因 突变 频率 并 不 高 ,例如 山东 泰安 
和 山西 运城 地 区 ,这 些 地 区 暂停 阿 维 菌 素 使 用 后 能 
否 可 使 更 多 的 二 斑 叶 螨 个 体 回复 敏感 基因 型 有 待 于 
继续 监测 。 

值得 注意 的 是 ,包括 叶 螨 在 内 的 害虫 田间 种 群 
对 杀 虫 剂 抗 药性 机 制 比较 复杂 ,解毒 酶 活力 升 高 的 
生化 机 制 通常 与 靶 标 变异 抗 性 机 制 同 时 并 存 ( Van 
Leeuwen et al., 2010)。 近 期 研究 发 现 , 二 斑 叶 螨 抗 
性 种 群 中 存在 P450 家 族 基因 过 表达 也 导致 了 其 对 
阿 维 菌 素 的 高 抗 性 产生 ( Riga et al., 2014) ,说 明 二 
斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 抗 性 种 群 除 了 出 现 靶 标 受 体 的 点 
突变 ,还 可 能 同时 存在 解毒 酶 活性 升 高 的 现象 。 
此 ,在 研究 分 析 二 斑 叶 螨 田 间 种 群 抗 性 形成 及 发 展 
时 , 需 考 虑 可 能 存在 的 导致 抗 药性 产生 的 各 种 因素 ， 
如 采集 地 区 寄主 植物 ,用药 历史 等 外 在 因子 以 及 生 
化 活性 及 基因 变异 等 内 在 机 制 也 会 增强 或 减弱 田间 
种 群 的 抗 性 表现 。 

分 析 比 较 二 斑 叶 螨 抗 性 和 敏感 种 群 GluCl 基因 
全 长 序列 ,发 现 除 了 存在 Kwon 等 (2010 ) 报道 的 该 
基因 第 3 跨 膜 区 的 点 突变 ( G323D) 外 ,并 未 发 现存 
在 其 他 稳定 的 点 突变 (未 发 表 数 据 ) 位 点 ;而 北京 密 
云 种 群 存在 对 阿 维 菌 素 的 极 高 抗 性 水 平 ,推测 还 可 
能 存在 其 他 的 抗 性 机 制 。 本 研究 采用 奕 光 定 量 










































































间 种 群 ,而 非 由 敏感 种 群 汰 选 而 来 ,因此 只 能 间接 反 
映 田间 种 群 抗 性 的 高 低 与 这 些 抗 性 基因 的 相对 表达 
基 水 平 之 间 存 在 着 一 定 的 联系 ,而 田间 种 群 用 药 历 
史 相 对 复杂 , 抗 性 种 群 也 可 能 存在 着 多 种 不 同 的 抗 
性 发 展 机 制 ,因此 有 必要 进一步 研究 田间 抗 性 种 群 
的 生化 和 分 子 抗 性 机 制 。 
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